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Priprava rekombinantne zunajcelične domene proteina EGFR in njegovega 
interakcijskega partnerja EGF 
 
Povzetek: EGFR je transmembranski glikoprotein, ki igra pomembno vlogo pri nastanku 
in razvoju raka. Pred kratkim so ugotovili, da zunajcelična domena proteina EpCAM 
(EpEX) deluje kot ligand EGFR. Interakcija med proteinoma je šibka, zato je za analizo 
interakcije potrebno uporabiti metodo za analizo šibkih in prehodnih interakcij, kot je na 
primer analiza agregacije kroglic (BAA). Za preučevanje interakcij med temi proteini z 
metodo BAA je potrebno pripraviti rekombinantni protein EGFR-Ex z FC-regijo, hkrati 
pa je potrebno način vezave EpEX na EGFR primerjati z interakcijo med EGFR in EGF, 
ki je znan ligand EGFR.  
 
V sklopu diplomskega dela smo se osredotočili na pripravo rekombinantnega proteina 
EGFR-Ex z FC-oznako in EGF. Za EGFR-Ex smo pripravili DNA konstrukt s FC-regijo, 
vendar ga nismo uspeli izraziti v bakulovirusnem sistemu. Za protein EGF smo pripravili 
DNA-konstrukt z inteinom Mxe GyrA in pomožnim proteinom SUMO, ki omogočata 
pravilno zvitje proteina EGF. Konstrukt EGF smo izrazili v bakterijah E. coli 
BL21[DE3]. 
 
Ključne besede: EGFR, EGF, EpCAM 
 
 
 
  
  
   
 
 
Preparation of recombinant extracellular domain of EGFR and its interaction 
partner EGF 
 
Abstract: EGFR is a transmembrane protein that plays a crucial role in cancer 
development. It has recently been discovered that the extracellular domain of another 
transmembrane protein EpCAM (EpEX) acts as an EGFR ligand. However, this 
interaction is weak and, therefore, needs to be examined with methods, suitable for 
analysing weak and/or transient interactions. One such method is Bead Aggregation 
Assay – BAA.  
 
In order to study this interaction with BAA a recombinant fusion protein EGFR-FC had 
to be prepared. Our goal was to compare the binding pattern of EpEX and EGFR with 
that of EGFR and EGF, which is a known ligand of EGFR. A DNA construct of EGFR-
Ex with FC-fusion was prepared; however, expression in insect cells with baculovirus 
expression system was unsuccessful. EGF DNA construct was prepared in fusion with 
intein Mxe GyrA / SUMO system, which facilitates correct protein folding. EGF construct 
was expressed in E. coli BL21[DE3].  
 
Keywords: EGFR, EGF, EpCAM
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV 
 
ADAM dizintegrin in metaloproteinaza 
AGE  agarozna gelska elektroforeza 
ak  aminokislina 
APS  amonijev persulfat  
ATP  adenozin trifosfat 
BAA  analiza agregacije kroglic 
bp  bazni par 
DAB  3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorid hidrat 
dH2O  deionizirana voda 
DMSO dimetilsulfoksid 
dNTP  deoksiribonukleotid trifosfat 
DTT  ditiotreitol 
EDTA  etilendiaminotetraetanojska kislina 
EGF  epidermalni rastni faktor 
EGFR  receptor epidermalnega rastnega faktorja 
EpCAM epitelijska celična adhezijska molekula 
EpEX  zunajcelični del proteina EpCAM 
EpIC  znotrajcelični del proteina EpCAM 
EpTM  transmembranski del proteina EpCAM 
IMAC  nikeljeva afinitetna kromatografija 
IPTG  izopropil-β-D-tiogalaktopiranozid 
LB  Luria-Bertani 
MW  molekulska masa 
NaDS  natrijev dodecilsulfat 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PCR  verižna reakcija s polimerazo 
PVDF  poliviniliden difluorid 
RTK  tirozin kinazni receptor 
SAXS  ozkokotno sipanje rentgenskih žarkov 
SLiCE  kloniranje z brezspojno ligacijo 
  
   
 
 
TCA  trikloroetanojska kislina 
TEMED N,N,Nʹ,Nʹ-tetrametiletilendiamin 
Tris  2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol  
X-gal  5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozid
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1 UVOD  
1.1 Rastni faktorji 
Rastni faktorji so majhni polipeptidi, potrebni za celično rast, migracijo, diferenciacijo, 
apoptozo in preživetje. Prav tako igrajo pomembno vlogo pri vzdrževanju homeostaze 
tkiva in celjenju ran. Izražanje rastnih faktorjev je močno regulirano, saj prekomerno 
nastajanje le-teh lahko vodi v rakava obolenja1,2.  
 
Rastni faktorji se sintetizirajo v celici, nato pa se izločajo v zunajcelični prostor, kjer jih 
najdemo v prosti obliki oziroma  vezane na celične membrane. Celični odgovor na rastne 
faktorje je kompleksen večstopenjski proces; najprej se rastni faktor veže na s kinazo 
povezan transmembranski receptor, kar povzroči konformacijsko spremembo le-tega in 
posledično aktivacijo encimske domene prek fosforilacije. Nato se aktivirajo 
znotrajcelični signalni proteini, ki aktivirajo transkripcijske faktorje. Ti se prenesejo v 
jedro, kjer vplivajo na izražanje določenega gena (slika 1.1) (pregledno v Mina, 20153).  
 
 
Slika 1.1: Shematski prikaz poteka celičnega odgovora na rastne faktorje. Prirejeno po Mina (2015)3. 
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Eden izmed najbolj proučenih rastnih faktorjev je epidermalni rastni faktor (EGF), ki se 
veže na EGFR. 
 
1.2 EGFR 
Receptor epidermalnega rastnega faktorja (EGFR), oziroma HER-1 ali c-erbB-1 je 170 
kDa velik transmembranski glikoprotein, ki igra posebno vlogo pri sprožitvi 
signaliziranja epitelijskih celic ter razvoja karcinomov. Receptor za EGF je bil prvi odkriti 
receptor v družini erbB tirozin kinaznih receptorjev (pregledno v Herbst, 20044).   
 
1.2.1 Družina erbB 
Družina erbB oziroma RTK tipa I spada med tirozin kinazne receptorje rastnih faktorjev 
(RTK). Sestavljajo jo štirje predstavniki: EGFR, erbB2 (HER-2 ali Neu), erbB3 (HER-3) 
ter erbB4 (HER-4). Vsak receptor erbB je sestavljen iz zunajcelične regije, ki vsebuje 
ligand-vezavno domeno, transmembranske α-vijačnice ter znotrajcelične regije, ki 
vsebuje tirozin kinazo in regulatorno zaporedje na C-koncu5 (slika 1.2). 
 
 
Slika 1.2: Shematski prikaz strukture EGFR. Receptor je sestavljen iz zunajcelične regije (rdeča), kamor 
se veže ligand, transmembranske vijačnice (modra), ter znotrajcelične regije s kinazno domeno (zelena) in 
C-končnim repom, ki vsebuje fosforilacijska mesta (siva črta s krogi). Transmembranska vijačnica in 
kinazna domena sta povezani z neurejeno regijo, ki je označena s sivo črtkano črto. Prirejeno po Arkhipov 
in sod. (2013)6. 
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Predstavnike družine erbB ločimo na avtonomne in neavtonomne. Za razliko od 
neavtonomnih proteinov, avtonomni tvorijo neposredne interakcije z ligandom. 
Neavtonomna sta erbB-2 in erbB-3, saj ne vežeta topnega liganda, sicer pa tvorita 
heterodimerni kompleks z drugim receptorjem erbB, ki ima že vezan ligand. Druga 
predstavnika družine erbB, in sicer EGFR ter erbB-4, sta avtonomna, kar pomeni, da ob 
vezavi liganda poteče dimerizacija receptorja, ki sproži signal za celično proliferacijo, 
migracijo oziroma diferenciacijo7.  
 
1.2.2 Potek signalizacije preko EGFR 
Signalizacija preko receptorja epidermalnega rastnega faktorja poteka v štirih korakih. 
Naprej poteče vezava liganda na receptor, nato se zgodi dimerizacija le-tega, kar vodi v 
aktivacijo tirozin kinazne domene ter posledično v avtofosforilacijo receptorja, to pa 
omogoči interakcijo z efektorji8,9.  
 
V prvem koraku se pri človeku na EGFR veže eden izmed sedmih ligandov: EGF, TGF-
α (transformirajoči rastni faktor α), HB-EGF (heparin vezavni EGF podobni rastni 
faktor), amfiregulin, betacelulin, epigen ali epiregulin. Ti ligandi nastanejo s cepitvijo 
transmembranskih prekurzorjev z metaloproteazo ADAM17 na celični površini10,11.  
 
Pred vezavo liganda je monomer EGFR v zaprti konformaciji. Ta je stabilizirana preko 
interakcij med domenama II in IV, zaradi česar dimerizacija receptorja ni možna. V 
prisotnosti liganda se zgodi konformacijska sprememba, ko se ta veže na domeni I in III 
(slika 1.3 (1.)). Nastane odprta oblika, pri čemer se izpostavi dimerizacijska roka v 
domeni II, to pa vodi v dimerizacijo receptorja (slika 1.3 (2.))12. Po dimerizaciji receptorja 
se izpostavita dve citoplazemski domeni, kar omogoči fosforilacijo: C-končni del kinazne 
domene monomera alosterično akitivira N-končni del kinazne domene drugega 
monomera, poteče premestitev aktivacijske zanke ter posledično avtofosforilacija 
tirozinskih ostankov v C-končnem repu (slika 1.3 (3.)).  Na fosforilirane ostanke se vežejo 
adapterski ali efektorski proteini preko SH2 ali fosfotirozin vezavnih domen (PTB) (slika 
1.3 (4.)), s tem pa se aktivirajo različne signalne poti. Med najpomembnejšimi sta 
MAPK/ERK in P13/AKT signalni poti (povzeto v Wee in Wang, 201713). Ti dve signalni 
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poti se aktivirata tudi takrat, kadar je v bližini EGFR prisoten zunajcelični del epitelijske 
celične adhezijske molekule (EpCAM)14. 
 
 
Slika 1.3: Shematski prikaz mehanizma aktivacije EGFR. Domene EGFR v zunajcelični regiji so 
označene s svetlo rumeno, modro, oranžno in vijoličasto barvo, transmembranska vijačnica je označena s 
sivo-modro barvo, neurejena regija s sivo črtkano črto, kinazna domena s svetlo zeleno ter C-končni rep s 
črno barvo. Po vezavi liganda (rdeči romb) pride do konformacijske spremembe (1.), EGFR je v odprti 
obliki, kar vodi v dimerizacijo receptorja (2.). Posledično poteče fosforilacija C-končnega repa (3.). 
Fosforilirana mesta so prikazana kot pobarvani krogi na C-končnem repu. Na fosforilirane ostanke se 
vežejo adapterski proteini (4.), ki aktivirajo MAPK/ERK ali P13/AKT signalni poti. Prirejeno po Linggi in 
Carpenter (2006)10. 
 
1.3 EpCAM in EGFR 
EpCAM je transmembranski glikoprotein velikosti 32,7 kDa, ki uravnava od Ca2+- ionov 
neodvisno celično adhezijo v epiteliju ter se uporablja kot tumor-specifični marker pri 
zdravljenju in diagnostiki raka15. EpCAM je sestavljen iz 27,4 kDa velikega 
zunajceličnega dela (EpEX, ak-ostanki 24-265), ki je preko 2,2 kDa velike α-vijačnice v 
transmembranski regiji (EpTM, ak ostanki 266-288) povezan s 3,1 kDa veliko 
znotrajcelično domeno (EpIC, ak-ostanki 289-314)16,17(slika 1.4). 
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Slika 1.4: EpCAM. Prikazana je struktura zunajcelične domene (PDB: 4MZV16) (EpEX), in modela 
transmembranske vijačnice (EpTM) ter znotrajcelične domene (EpIC). Model transmembranske vijačnice 
je narejen na osnovi simulacije molekulske dinamike16, model znotrajcelične domene pa na osnovi 
homologije s strukturo znotrajceličnega dela Trop-217. 
 
Po odkritju potencialne možnosti interakcij med EpEX in EGFR leta 2011 so izvedli 
številne raziskave o vplivu EpEX na signaliziranje preko EGFR18. Ugotovili so, da EpEX 
sproži aktivacijo signalnih poti MAPK/ERK, P13/AKT ter STAT13, še vedno pa niso 
uspeli ugotoviti, kako proteina interagirata14.  
 
Vezava EpEX na EGFR sproži celični odziv, ki je drugačen kot pri klasični aktivaciji z 
EGF. Za razliko od EGF EpEX ob vezavi na EGFR ne sproži celičnega odziva pri nizkih 
koncentracijah. Pri visokih koncentracijah EpEX pa pride do ustavitve epitelijsko-
mezenhimskega prehoda (EMT) in z njim povezane migracije celic, medtem ko ima 
vezava EGF antagonistični efekt14. Vzrok za različne učinke EpEX in EGF bi lahko bil v 
strukturnih razlikah vezave omenjenih proteinov na EGFR, saj še ni določeno, ali vezava 
EpEX na EGFR poteka preko enakega mesta na receptorju kot pri EGF. Razlog za možne 
razlike v vezavi na receptor je v strukturi EpEX, saj za razliko od ostalih že znanih 
ligandov EGFR, le-ta ne vsebuje EGF-podobne domene, ki naj bi bila ključna za tvorbo 
interakcije med ligandom in receptorjem. 
 
V diplomski nalogi »Analiza interakcije med zunajceličnima domenama EpCAM in 
EGFR«19 so preučevali vezavo EpEX in EGFR z metodami gelske filtracije, prečnega 
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povezovanja ter ozkokotnega sipanja rentgenske svetlobe (SAXS). Prisotnost kompleksa 
so uspeli potrditi z analizo prečnega povezovanja, iz katere so sklepali, da se EpEX veže 
na EGFR bodisi v dimerni ali monomerni obliki. Z drugima dvema metodama interakcije 
niso zaznali. En izmed razlogov za to je šibkost interakcije med EpEX in EGFR, ki bi jo 
zato lažje analizirali z analizo agregacije kroglic (angl. »Bead Aggregation Assay« - 
BAA).  
 
Analiza agregacije kroglic je pogosto uporabljena metoda za študij šibkih interakcij. 
Kadar proteini, imobilizirani na kroglice medsebojno interagirajo, pride do njihove 
agregacije, ki jo lahko enostavno opazujemo pod mikroskopom. Na stični površini dveh 
kroglic lahko hkrati interagira več proteinov, zato je metoda še zlasti primerna za 
proučevanje šibkih interakcij. Na kroglice običajno najprej imobiliziramo protein A, na 
katerega lahko preko FC-regije vežemo himere FC-regije in analiziranega proteina20–23.  
 
Za karakterizacijo interakcij med EGFR in EpEX je torej potrebno pripraviti 
rekombinantno zunajcelično domeno proteina EGFR z FC-regijo, hkrati pa je pomembno 
primerjati interakcije omenjenih proteinov z interakcijami med EGF in EGFR, saj so 
lahko strukturne razlike v vezavi EGF in EpEX razlog za različne celične odzive, ki jih 
ta proteina sprožita. 
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2 NAMEN DELA 
Vezava EpCAM na EGFR sproži celični odziv, ki se razlikuje od klasične aktivacije z 
EGF. Razlog za različne učinke EpCAM in EGF je lahko v strukturnih razlikah vezave 
teh proteinov na EGFR, vendar proteinski kompleks EpCAM-EGFR, kjer se vzpostavijo 
šibke interakcije, še ni bil strukturno karakteriziran. 
 
Namen diplomskega dela je bil priprava sistema za analizo šibke interakcije med EGFR 
in EpCAM z metodo BAA. Osredotočili smo se na pripravo rekombinantne zunajcelične 
domene proteina EGFR z FC-regijo. Za kontrolni poskus smo želeli pripraviti njegovega 
interakcijskega partnerja, EGF, z in brez fluorescenčne oznake na C-koncu. 
 
Karakterizacija interakcije med EpCAM in EGFR bi doprinesla k razumevanju 
mehanizma vezave liganda na receptor in celičnega odziva, ki ga sproži kompleks 
omejenih proteinov. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Materiali pri delu z nukleinskimi kislinami 
3.1.1.1 Vektor pFastBac1 
Vektor pFastBac1 (Thermo Scientific, ZDA) uporabljamo za pripravo bakulovirusov za 
izražanje proteinov v insektnih celicah prek transpozicije vključka v bakmid (slika 3.1). 
 
 
Slika 3.1: Vektor pFastBac1. Značilnosti vektorja: f1 ori – mesto začetka replikacije iz bakteriofaga f1; 
AmpR – gen za rezistenco na ampicilin; ori – mesto začetka replikacije v bakterijskih celicah; Tn7L & Tn7R 
– prepoznavni mesti za transpozazo; GmR – gen za rezistenco na gentamicin; MCS – multiplo klonirno 
mesto; SV40-poli(A) signal – poliadenikacijski signal virusa SV40. Slika je ustvarjena s programom 
SnapGene Viewer.  
 
3.1.1.2 Vektor pET-32b(+) 
Ekspresijski vektor pET-32b(+) smo uporabili za izražanje proteinov v bakterijskih 
celicah, ki smo ga inducirali z IPTG. Ta sproži prepisovanje RNA-polimeraze 
bakteriofaga T7, potrebne za prepisovanje zapisa tarčnega proteina (slika 3.2). 
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Slika 3.2: Plazmidna karta vektorja pET-32b(+). Značilnosti vektorja: f1 ori – mesto začetka 
podvojevanja iz bakteriofaga f1; AmpR – zapis za odpornost na ampicilin; ori – mesto začetka podvojevanja 
v bakterijskih celicah; lacI – zapis za lac represor; RBS – vezavno mesto za ribosom; TrxA – zapis za 
tioredoksin; MCS – multiplo klonirno mesto. Slika je ustvarjena s programom SnapGene Viewer.  
 
3.1.2 Izhodiščna DNA 
Izhodiščni zapisi, uporabljeni kot matrične DNA, so predstavljeni v tabeli 3.1. 
  
Tabela 3.1: Uporabljeni izhodiščni zapisi za pripravo proteinskih konstruktov. 
oznaka plazmid Opis vir 
zapisi, potrebni za pripravo konstrukta EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 
EGFR_EX-C-
HIS_pFastBac1 
pFastBac1 EGFR-Ex (ak-ostanki 25-642) asist. dr. Aljaž Gaber, FKKT UL 
ngEpEX-FC-C-
HIS_LIC_pFastBac1 
pFastBac1 EpEx z mutiranimi mesti za N-
glikozilacijo z FC-oznako na C-koncu 
asist. dr. Aljaž Gaber, FKKT UL 
zapisi, potrebni za pripravo različno označenih konstruktov EGF-MXE-SUMO 
sfGFP-EpFL pcDNA3.1/myc-His B EpCAM v fuziji s sfGFP na N-koncu asist. dr. Aljaž Gaber, FKKT UL 
EGF-bio-His pTT3 EGF Gavin Wright24 (Addgene 
#53340) 
pTXB1 pTXB1 intein Mxe GyrA Neb #N6707S  
pE-SUMO pE-SUMO SUMO doc. dr. Vera Župunski, FKKT UL 
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3.1.2.1 Začetni oligonukleotidi 
Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pripravo konstrukta EGFR-Ex-HINGE-
FC-His6, za določanje nukleotidnega zaporedja ter za analizo SLiCE in transpozicije so 
prikazani v tabeli 3.2. 
 
Tabela 3.2: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za pripravo konstrukta EGFR-Ex-HINGE-FC-His6, 
določanje nukleotidnega zaporedja in za analizo vstavljenega produkta v bakmid. 
oznaka zaporedje (5'- proti 3'-koncu) 
smerni oligonukleotidi 
EGFR-seq-F ACCCCGAGGGCAAATAC 
pFastBacF GGATTATTCATACCGTCCCA 
pFB1-F CGTCGACGAGCTCACTAGTCGC 
SLiCE-EGFR-F CGTCGACGAGCTCACTAGTCGCGGCCATGCGACCCTCCGG 
EGFR-HINGE-F TGTCCAACGAATGGGCCTAAGGTCGACAAAACTCACACATGCCC 
protismerni oligonukleotidi 
LIC-stop-his-PH-R TGCAGGCTCTAGATTCGAAAGCGGCCCTAATGATGATGATG 
M13R CAGGAAACAGCTATGAC 
pFastBacR CCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATT 
HINGE-EGFR-R CGGTGGGCATGTGTGAGTTTTGTCGACCTTAGGCCCATTCGTTGGACAGC 
pFB1-R TGCAGGCTCTAGATTCGAAAGCG 
 
Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pripravo konstruktov EGF-MXE-SUMO, 
sfGFP-GS-EGF-MXE-SUMO in sfGFP-GGGSGGGS-EGF-MXE-SUMO, za določanje 
nukleotidnega zaporedja ter za analizo SLiCE in transpozicije so prikazani v tabeli  3.3. 
 
 
 
 
 
3.1.2.1.1 Začetni oligonukleotidi za pripravo konstrukta EGFR-Ex-HINGE-FC-
His6 
3.1.2.1.2 Začetni oligonukleotidi za pripravo konstruktov EGF-MXE-SUMO 
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Tabela 3.3: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za pripravo različnih konstruktov EGF-MXE-
SUMO, analizo uspešnosti transformacije in določanje nukleotidnega zaporedja.  
oznaka zaporedje (5'- proti 3'-koncu) 
smerni oligonukleotidi 
SLiCE-EGF-F AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAACAGCGACAGCGAGTGCCCA 
EGF-MXE-F CCGGGACCTGAAGTGGTGGGAGCGCTGCATCACGGGAGATGCACTAGTTG 
MXE-SUMO-F AACGGGTTCGTCAGCCACGCTACTGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCT 
SLiCE-sfGFP-F AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCAAAAGGAGAAGAGCTG 
sfGFP-GS-EGF-F GGATGAGCTTTATAAGGGCAGCAACAGCGACAGCGAGTGCCCA 
GGGS-EGF-F GGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCAGCAACAGCGACAGCGAGTGCCCA 
EGF-2F CCGGGACCTGAAGTGGTGG 
SLiCE-32b-F AACTTTAAGAAGGAGATATACAT 
protismerni oligonukleotidi 
MXE-EGF-R CAACTAGTGCATCTCCCGTGATGCAGCGCTCCCACCACTTCAGGTCCCG 
SUMO-MXE-R AGCTTCTTGATTGACTTCTGAGTCAGTAGCGTGGCTGACGAACCC 
STOP-His10-SUMO-R CTAATGATGATGATGATGATGATGATGATGCACACCTCCAATCTGTTCGCGG 
EGF-GS-sfGFP-R CACTCGCTGTCGCTGTTGCTGCCCTTATAAAGCTCATCCATGCC 
GGGS-sfGFP-R GCTGCCGCCGCCGCTGCCGCCGCCCTTATAAAGCTCATCCATGCC 
SLiCE-STOP-His10-R GTGGTGCTCGAGTGCGGCCCTAATGATGATGATGATGATGATGATGATGCAC 
MXE-2-R CAACTAGTGCATCTCCC 
SLiCE-32b-R GTGGTGCTCGAGTG 
 
3.1.2.2 Materiali za izvedbo verižne reakcije s polimerazo (PCR) 
Izvajali smo dve metodi PCR, in sicer PCR za pripravo novih zapisov, kjer smo 
uporabljali polimerazo Phusion, ter PCR na osnovi kolonije, kjer se je uporabljala 
polimeraza Taq (tabela 3.4). Za izvedbo PCR smo uporabljali napravo Veriti® 96-Well 
Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA) ter GeneAmp® PCR System 2700 (Applied 
Biosystems, ZDA). 
Tabela 3.4: Materiali za izvedbo PCR. 
metoda komponente 
PCR za pripravo 
novih zapisov 
polimeraza Phusion (2 U/µL) (Thermo Scientific, ZDA) 
5× pufer Phusion GC (Thermo Scientific, ZDA) 
10 mM mešanica dNTP (Fermentas, Latvija) 
PCR na osnovi 
kolonije 
polimeraza Taq (0,5 U/µl) (Thermo Scientific, ZDA) 
10× Taq-polimerazni pufer s KCl in brez MgCl2 (Thermo Scientific, ZDA), 
10 mM mešanica dNTP (Fermentas, Latvija) 
25 mM MgCl2 (Fermentas, Latvija) 
DMSO (Sigma Aldrich, ZDA) 
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3.1.2.3 Materiali za izvedbo agarozne gelske elektroforeze (AGE) 
Agarozne gele smo pripravili z agarozo (Sigma Aldrich, ZDA), pufrom TAE (40 mM 
Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA, 20 mM ocetna kislina) ter etidijevim bromidom (Sigma 
Aldrich, ZDA). 
 
Vzorce smo pripravili s 6× nanašalnim pufrom (0,25 % (w/v) bromfenol modro, 0,25 % 
(w/v) ksilencianol, 15 % (w/v) fikol tip 4000, 120 mM EDTA).  
 
Velikost ločenih vzorcev na gelu smo analizirali z velikostnimi lestvicami GenRuler 1 
kbp Ladder (Thermo Scientific, ZDA) in GeneRuler 100 bp Ladder (Thermo Scientific, 
ZDA). 
 
Za izvedbo elektroforeze smo uporabljali elektroforezne kadičke različnih velikosti iz 
linije produktov Owl Separation (Thermo Scientific, ZDA). 
 
Rezultate elektroforeze smo opazovali z aparaturo za slikanje gelov MiniBIS Pro (DNR 
Bio-Imaging Systems, Izrael). 
 
3.1.2.4 Materiali pri metodi SLiCE 
Pri metodi SLiCE smo uporabili 10× pufer SLiCE (500 mM Tris, pH 7,5, 100 mM MgCl2, 
10 mM ATP, 10 mM DTT), ekstrakt SLiCE (asist. dr. Aljaž Gaber, FKKT UL), 
lineariziran vektor ter vključek DNA. 
 
3.1.2.5 Kompleti reagentov za izolacijo DNA 
Izolacijo plazmidne DNA iz prekonočnih kultur bakterijskih celic smo izvajali z uporabo 
kompleta reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, ZDA), izolacijo 
DNA iz agaroznega gela pa z uporabo kompleta reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit 
(Omega Bio-tek, ZDA). 
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3.1.3 Materiali pri delu z bakterijskimi celicami 
3.1.3.1 Bakterijski sevi 
Uporabili smo 3 bakterijske seve, in sicer: 
 
• Escherichia coli DH5α 
Genotip: F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) 
phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 
Sev smo uporabljali za pripravo ter namnoževanje plazmidov. 
 
• Escherichia coli BL21[DE3] 
Genotip: F- dcm ompT hsdS(rB-, mB-) galλ(DE3) 
BL21[DE3] je ekspresijski sev, ki ima v genomu zapis za RNA-polimerazo T7 
faga λ. 
 
• Escherichia coli DH10MultiBac 
Sev DH10MultiBac poleg bakmida MultiBac vsebuje pomožni plazmid 
pMON7124 z zapisom za transpozazo in se uporablja za transpozicijo insertov, 
vstavljenih v plazmid pFastBac1 v bakmid MultiBac25. 
 
3.1.3.2 Gojišča za bakterijske kulture 
Bakterije smo gojili v tekočih in trdnih gojiščih LB z dodanimi antibiotiki oziroma 
drugimi snovmi (tabela 3.5). 
 
Tekoče gojišče LB smo pripravili s 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g kazeinskega hidrolizata 
ter 10 g NaCl raztopljenimi v destilirani vodi do končenga volumna 1 l, pH 8,0. Trdno 
gojišče smo pripravili po istem postopku, le da smo po umeritvi pH dodali še 20 g agarja. 
Antibiotike in ostale pomožne stvari smo dodali po avtoklaviranju.  
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Tabela 3.5: Končna koncentracija dodanih antibiotikov in ostalih snovi pri pripravi različnih gojišč 
LB. 
vrsta gojišča končna koncentracija dodanih antibiotikov in ostalih snovi 
LB A ampicilin (100 µg/ml) 
LB GTK IPTG X-gal gentamicin (6 µg/ml) 
tetraciklin (10 µg/ml) 
kanamicin (50 µg/ml) 
IPTG (0,16 mg/ml) 
X-gal (0,1 mg/ml) 
 
3.1.3.3 Izražanje v bakterijskih celicah 
Za indukcijo izražanja smo uporabili 1 M raztopino IPTG (Sigma Aldrich, ZDA). 
Liziranje celic smo izvedli z ultrazvočnim razbijalcem Ultrasonic 2000 (B. Braun 
Biotech, ZDA). 
 
3.1.4 Materiali pri delu z insektnimi celicami 
Uporabili smo celice insektne celične linije Sf9 (Invitrogen, ZDA), ki smo jih gojili v 
tekočem brezserumskem gojišču Insect-Xpress (Lonza, Švica).  
 
Za transfekcijo celic z bakmidom smo uporabljali transfekcijski reagent TurboFect 
(Thermo Scientific, ZDA), uspešnost transfekcije smo preverili z uporabo 
fluorescenčnega mikroskopa Leica TCS SP8 (Leica, Nemčija). 
 
Komoro Neubauer Improved (Brand, Nemčija) smo uporabili za določanje števila celic v 
gojišču.  
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3.1.5 Materiali pri delu s proteini 
3.1.5.1 Materiali pri poliakrilamidni gelski elektroforezi v prisotnosti 
NaDS  
Proteine smo ločili z različno zamreženimi ločevalnimi poliakrilamidnimi geli, pri tem 
smo uporabljali sistem za enodimenzionalno elektroforezo Mini Gel Tank (Invitrogen, 
ZDA).  
 
Za ločevanje vzorcev smo uporabljali 12,5 % ločevalni ter 5 % koncentracijski gel (tabela 
3.6). 
 
Tabela 3.6: Sestava ločevalnih in koncentracijskih gelov za NaDS-PAGE. Končni volumen gela je 7 
ml. Za pripravo koncentracijskega gela smo uporabili 4× koncentracijski pufer, za pripravo ločevalnega 
gela pa 4× ločevačni pufer.  
Komponenta delež akrilamida v gelu 
5 % 12,5 % 
dH2O 4,31 ml 2,99 ml 
4× ločevalni pufer (1,5 M Tris, pH 8,8) ali 4× koncentracijski pufer (0,5 M Tris, pH 6,8) 1,75 ml 1,75 ml 
40-odstoten (w/v) akrilamid-bisakrilamid 0,875 ml 2,19 ml 
10-odstoten (w/v) NaDS 70 µl 70 µl 
TEMED 10,5 µl 10,5 µl 
10-odstoten (w/v) APS 21 µl 21 µl 
 
Proteinskim vzorcem smo pred nanosom dodali 4× NaDS-nanašalni pufer brez reducenta 
(200 mM Tris, pH 6,8, 8 % (w/v) NaDS, 40 % (v/v) glicerol, 0,04 % (w/v) bromfenol 
modro) oziroma 4× NaDS-nanašalni pufer z reducentom, ki je imel dodan še 4 % (v/v)  
β-merkaptoetanol. V primeru, da je bilo potrebno vzorce pred nanosom oboriti, smo 
uporabili 100 % trikloroocetno kislino (TCA) ter ledenohladni aceton. 
 
Za analizo velikosti vzorcev smo na vsak gel nanesli še velikostni standard Prestained 
Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) v primeru nadaljnjega prenosa na membrano 
(prenos western) ali Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) v ostalih 
primerih. Kadar smo uporabljali Unstained Protein Ladder smo vzorce vizualizirali z 
 MATERIALI IN METODE 
17 
 
uporabo barvila Coomassie Brilliant Blue R250, pri tem smo pa uporabljali raztopine, 
navedene v tabeli 3.7. 
 
Tabela 3.7: Sestava raztopin, uporabljenih za barvanje gelov po končani NaDS-PAGE. Navedena je 
sestava raztopin za dve tehniki barvanja: hitro in klasično barvanje. 
komponenta sestava 
hitro barvanje 
raztopina A 10 % (v/v) ocetna kislina 
60 % (v/v) metanol 
0,25 % (w/v) barvilo Coomassie Brilliant Blue R250 
raztopina B 5 % (v/v) etanol 
7 % (v/v) ocetna kislina 
klasično barvanje 
raztopina za barvanje 40 % (v/v) etanol 
0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250 
raztopina za razbarvanje 30 % (v/v) etanol 
10 % (v/v) ocetna kislina 
ocetna kislina 20 % (v/v) ocetna kislina 
 
3.1.5.2 Materiali pri prenosu western in imunodetekciji 
Prenos western smo izvajali z aparaturo za prenos western (Bio Rad, ZDA). 
 
Za prenos smo uporabili polivinilidenfluoridno (PVDF) membrano ROTI-PVDF (Roth, 
Nemčija), nitrocelulozno membrano (Sartorius, Nemčija), filtrirni papir, metanol in 
prenašalni pufer TOWBIN (25 mM Tris, 192 mM glicin, pH 8,4, 20 % (v/v) metanol). 
 
Za imunodetekcijo smo uporabljali pufer PBS (10 mM Na2HPO4, pH 7,5, 
1,7 mM KH2PO4, 2,7 mM KCl, 135 mM NaCl) ali pufer PBST (pufer PBS z dodanim 0,1 
% detergentom Tween-20), mleko v prahu (Pomurske mlekarne, Slovenija), 
monoklonska protitelesa proti oznaki His6, konjugirana s hrenovo peroksidazo Anti-His6-
Peroxidase (založna koncentracija 50 U/ml) (Roche, Švica), H2O2 (Belinka, Slovenija) 
ter 3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorid hidrat (DAB) (Sigma Aldrich, ZDA). 
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3.1.5.3 Materiali za izolacijo in čiščenje proteinov 
Izolacijo in čiščenje proteinov smo izvedli s kromatografskim sistemom ÄKTA FPLC 
(Amersham Biosciences, VB), pri tem smo uporabili nikelj afinitetno kolono (cOmplete 
His-Tag Purification Column 5ml, Roche, Švica). Pred nanosom na kolono smo vzorce 
še filtrirali skozi filter s premerom por 0,45 µm (Minisart™ NML Syringe Filter – 
Sartorius, Nemčija). 
 
Dializo proteinskih vzorcev po nikljevi afinitetni kromatografiji smo izvedli s celulozno 
dializno membrano z izključitveno molekulsko maso 1 kDa (Sigma Aldrich, ZDA). 
Sestava pufrov in raztopin za izolacijo in čiščenje proteinov je navedena v tabeli 3.8. 
 
Tabela 3.8: Sestava pufrov in raztopin uporabljenih za čiščenje in izolacijo proteinov. 
pufer sestava 
vezavni pufer za EGF 20 mM Tris – HCl, 0,5 M NaCl, 20 % glicerol, pH 8,0 
elucijski pufer za EGF 20 mM Tris – HCl, 0,5 M NaCl, 20 % glicerol, 0,5 M imidazol, pH 8,0 
dializni pufer za EGF 3 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 8 mM Na2HPO4, 0,5 M NaCl, pH 7,4 
 
3.1.6 Ostala pomembnejša oprema 
Pri delu smo uporabljali tudi naprave, navedene v tabeli 3.9. 
 
Tabela 3.9: Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri delu. 
Naprava Model Proizvajalec 
centrifuga MiniSpin plus Eppendorf, Nemčija 
Centrifuge 5810 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuge 5415 R Eppendorf, Nemčija 
Sorval RC6+ Thermo Scientific, ZDA 
kromatografski sistem ÄKTA FPLC Amersham Biosciences, ZDA 
inkubator Innova 4230 New Brunswick Scientific, ZDA 
stresalnik GyroTwister 3-D Shaker Labnet, ZDA 
termoblok Bio TDB-100 Biosan, Latvija 
sterilna komora odsesovalna komora M13 Iskra PIO, Slovenija 
laboratorijski vir napetosti Electrophoresis power supply Amersham Biosciences, ZDA 
Bio Rad model 500 Bio-Rad, ZDA 
magnetno mešalo FB15045 Fisher Scientific 
Rotamix 550 M Tehtnica, Slovenija 
pH-meter Seveneasy Mettler Toledo, Švica/ZDA 
                             Tabela se nadaljuje na naslednji strani. 
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spektrofotometer NanoDrop™ 2000c Thermo Scientific, ZDA 
aparatura za slikanje gelov Minibis® Pro DNR Bio-Imaging Systems, 
Izrael 
tehtnica XA 60/220/X RADWAG, Poljska 
WLC2/A2 RADWAG, Poljska 
 
3.2 Metode 
3.2.1 Delo z nukleinskimi kislinami 
3.2.1.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, ki se uporablja za pridobivanje velikega 
števila kopij zaporedja DNA v območju med začetnima oligonukleotidoma, ki sta 
komplementarna matrični DNA. Reakcija je katalizirana s termostabilnim encimom 
DNA-polimerazo, pri čemer se temperatura ciklično spreminja: najprej poteče 
denaturacija DNA, ki ji sledi prileganje začetnih oligonukleotidov na matrično DNA ter 
nadaljnje podaljševanje le-teh z DNA-polimerazo. Proces se ponovi večkrat. 
 
Z metodo PCR smo želeli pripraviti 4 različne konstrukte, in sicer himerni konstrukt 
EGFR-Ex z FC-regijo protitelesa in oznako His6 na C-koncu (EGFR-Ex-HINGE-FC-
His6) (slika 3.3), ter 3 različne konstrukte EGF z inteinom Mxe Gyr A, pomožnim 
proteinom SUMO in C-končno oznako His10, dva izmed katerih sta označena z različno 
vezano sfGFP-oznako na N-koncu (EGF-MXE-SUMO (slika 3.4), sfGFP-GS-EGF-
MXE-SUMO, sfGFP-GGGSGGGS-EGF-MXE-SUMO (slika 3.5)). Vsi štirje konstrukti 
so imeli tudi homologne regije na obeh koncih zaporedja, ki omogočajo rekombinacijo 
pri metodi SLiCE.  
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Slika 3.3: Shematski prikaz priprave vključka z zapisom za EGFR-Ex s FC-regijo protitelesa na C-
koncu in His6-oznako na C-koncu. 
 
 
Slika 3.4: Shematski prikaz priprave vključka z zapisom za EGF s His10-oznako na C-koncu. 
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Slika 3.5: Shematski prikaz priprave vključka z zapisom za EGF s sfGFP-oznako na N-koncu in 
His10-oznako na C-koncu. 
 
PCR smo izvajali s polimerazo Phusion. Sestava reakcijskih mešanic je prikazana v tabeli 
3.10, shema PCR v tabeli 3.11, matrična DNA in začetni oligonukleotidi, ki smo jih 
uporabljali v posameznem krogu, ter temperatura prileganja pa v tabeli 3.12. 
 
Tabela 3.10: Sestava mešanic za PCR s polimerazo Phusion. 
komponenta količina (1. krog) količina (2. krog) 
5× pufer GC 4 µl 10 µl 
dNTP (2,5 mM) 1,6 µl 4 µl 
matrična DNA 1 µl 1 µl 
smerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1 µl 2,5 µl 
protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1 µl 2,5 µl 
dH2O 11,2 29,5 µl 
DNA-polimeraza Phusion (2 U/µl) 0,2 µl 0,5 µl 
skupni volumen 20 µl 50 µl 
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Tabela 3.11: Shema PCR s polimerazo Phusion, povzeta po navodilih proizvajalca. 
korak temperatura čas 
začetna denaturacija 98 °C 30 s 
35 ciklov denaturacija 98 °C 60 s 
prileganje 50-72 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 30 s/kbp 
končno podaljševanje 72 °C 7 min 
ohlajanje 4 °C ∞ 
 
Tabela 3.12: Kombinacije začetnih oligonukleotidov in matrične DNA za 1., 2. in 3. krog PCR. 
Navedeni sta še temperatura prileganja (Ta) ter dolžina produktov. 
produkt matrična DNA smerni začetni 
oligonukleotid 
protismerni začetni 
oligonukleotid 
Ta dolžina 
produkta 
konstrukt EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 
prvi krog 
HINGE-FC-HIS6 ngEpEX-FC-C-
HIS_LIC_pFastBac1 
EGFR-HINGE-F pFB1-R 67,2 °C 752 bp 
EGFR EGFR_EX-C-HIS_pFastBac1 pFB1-F HINGE-EGFR-R 68,5 °C 1979 bp 
drugi krog 
EGFR-Ex-HINGE-
FC-His6 
HINGE-FC-
HIS6 
EGFR pFB1-F pFB1-R 67,7 °C 2683 bp 
konstrukt EGF-MXE-SUMO 
prvi krog 
SLiCE-EGF-MXE EGF-bio-His SLiCE-EGF-F MXE-EGF-R 69,4 °C 207 bp 
EGF-MXE-SUMO pTXB1 EGF-MXE-F SUMO-MXE-R 69,4 °C 646 bp 
MXE-SUMO-His10 pE-SUMO MXE-SUMO-F STOP-His10-
SUMO-R 
63,6 °C 345 bp 
drugi krog 
MXE-SUMO EGF-MXE-
SUMO 
MXE-
SUMO-His10 
EGF-2-F SLiCE-STOP-
His10-R 
67,0 °C 962 bp 
tretji krog 
EGF-MXE-SUMO SLiCE-EGF-
MXE 
MXE-SUMO SLiCE-32b-F SLiCE-32b-R 55,6 °C 1119 bp 
konstrukt sfGFP-GS-EGF-MXE-SUMO 
prvi krog 
SLiCE-sfGFP-GS pcDNA3.1(mycHisB)-
sfGFP(0L)-EpFL(final) 
SLiCE-sfGFP-F EGF-GS-sfGFP-R 59,7 °C 760 bp 
GS-EGF-MXE EGF-bio-His sfGFP-GS-EGF-F MXE-EGF-R 69,4 °C 203 bp 
EGF-MXE-SUMO pTXB1 EGF-MXE-F SUMO-MXE-R 69,4 °C 646 bp 
MXE-SUMO-His10 pE-SUMO MXE-SUMO-F STOP-His10-
SUMO-R 
63,6 °C 345 bp 
Tabela se nadaljuje na naslednji strani. 
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drugi krog 
sfGFP-GS-EGF SLiCE-
sfGFP-GS 
GS-EGF-
MXE 
SLiCE-32b-F MXE-2-R 56 °C 924 bp 
MXE-SUMO EGF-MXE-
SUMO 
MXE-
SUMO-His10 
EGF-2-F SLiCE-STOP-
His10-R 
67,0 °C 962 bp 
tretji krog 
sfGFP-GS-EGF-
MXE-SUMO 
sfGFP-GS-
EGF 
MXE-SUMO SLiCE-32b-F SLiCE-32b-R 55,6 °C 1836 bp 
konstrukt sfGFP-GGGSGGGS-EGF-MXE-SUMO 
prvi krog 
SLiCE-sfGFP-
GGGS 
pcDNA3.1(mycHisB)-
sfGFP(0L)-EpFL(final) 
SLiCE-sfGFP-F GGGS-sfGFP-R 59,7 °C 761 bp 
GGGS-EGF-MXE EGF-bio-His GGGS-EGF-F MXE-EGF-R 69,4 °C 205 bp 
EGF-MXE-SUMO pTXB1 EGF-MXE-F SUMO-MXE-R 69,4 °C 646 bp 
MXE-SUMO-His10 pE-SUMO MXE-SUMO-F STOP-His10-
SUMO-R 
63,6 °C 345 bp 
drugi krog 
sfGFP-GGGS-EGF SLiCE-
sfGFP-GGGS 
GGGS-EGF-
MXE 
SLiCE-32b-F MXE-2-R 56 °C 942 bp 
MXE-SUMO EGF-MXE-
SUMO 
MXE-
SUMO-His10 
EGF-2-F SLiCE-STOP-
His10-R 
67,0 °C 962 bp 
tretji krog 
sfGFP-
GGGSGGGS-EGF-
MXE-SUMO 
sfGFP-
GGGS-EGF 
MXE-SUMO SLiCE-32b-F SLiCE-32b-R 55,6 °C 1854 bp 
 
3.2.1.2 PCR na osnovi kolonije 
Kadar izvajamo PCR na osnovi kolonije, namesto očiščene matrične DNA, dodamo kar 
bakterijsko kolonijo DNA, ki služi kot matrica za prileganje začetnih oligonukleotidov. 
S PCR na osnovi kolonije dokazujemo uspešnost ligacije, SLiCE in druge metode 
vstavljanja vključka v vektor. Tako smo s PCR na osnovi kolonije preverili prisotnost 
vključka EGF-MXE-SUMO v vektorju pET-32b(+) in EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 v 
vektorju pFastBac1 ter preverili uspešnost transpozicije EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 v 
bakmid. Sestava reakcijskih mešanic, osnovna shema PCR in uporabljeni začetni 
oligonukleotidi so predstavljeni v tabelah 3.13, 3.14 in 3.15. 
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Tabela 3.13: Sestava mešanic za PCR na osnovi kolonije. Bakterijsko kolonijo smo v mešanico prenesli 
iz trdnega gojišča s sterilnim zobotrebcem. 
Komponenta količina 
10× Taq-polimerazni pufer s KCl in brez MgCl2 2 µl 
MgCl2 (25 mM) 2 µl 
DMSO 0,36 µl 
dNTP (2,5 mM) 2 µl 
bakterijska kolonija 1 kolonija 
smerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1 µl 
protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1 µl 
dH2O 8,64 µl 
DNA-polimeraza Taq (0,5 U/µl) 1 µl 
skupni volumen 20 µl 
 
Tabela 3.14: Shema PCR na osnovi kolonije s polimerazo Taq, povzeta po navodilih proizvajalca. 
korak temperatura čas 
začetna denaturacija 94 °C 2 min 
35 ciklov denaturacija 94 °C 30 s 
prileganje 50-72 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 60 s/kbp 
končno podaljševanje 72 °C 5 min 
ohlajanje 4 °C ∞ 
 
Tabela 3.15: Kombinacije začetnih oligonukleotidov za PCR na osnovi kolonije za posamezen vektor. 
Navedeni sta še temperatura prileganja (Ta) in čas podaljševanja. 
konstrukt vektor smerni začetni 
oligonukleotid 
protismerni začetni 
oligonukleotid 
Ta čas 
podaljševanja 
 analiza uspešnosti SLiCE 
EGFR-Ex-
HINGE-FC-His6 
pFastBac1 EGFR-seq-F2 pFBR 55 °C 1,1 min 
EGF-MXE-
SUMO 
pET-32b(+) T7 promotor MXE-2-R 50 °C 1,1 min 
 analiza uspešnosti transpozicije 
EGFR-Ex-
HINGE-FC-His6 
rekombinantni bakmid pFBF M13R 55 °C 4 min 
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3.2.1.3 Ločevanje in analiza DNA z agarozno gelsko elektroforezo 
(AGE) 
Vzorce molekul DNA smo po vsaki reakciji PCR analizirali z agarozno gelsko 
elektroforezo (AGE). To je metoda, s katero ločimo molekule DNA po velikosti, temelji 
pa na potovanju negativno nabite DNA skozi zamrežen agarozni gel v električnem polju 
proti pozitivni elektrodi. Krajši segmenti DNA potrebujejo manj časa, da prepotujejo gel, 
daljši so pa počasnejši. Na koncu se molekule DNA ločijo po velikosti, položaj le-teh pa 
določimo tako, da pred nanosom na gel vzorcem dodamo fluorescenčno barvilo (etidijev 
bromid), po ločevanju pa gel opazujemo pod ultravijolično svetlobo.  
 
AGE smo uporabljali za ločevanje in analizo produktov PCR. 
 
Za pripravo agaroznega gela smo agarozo, masa katere je bila odvisna od želene 
zamreženosti gela, raztopili s segrevanjem v pufru TAE. Mešanico smo po segrevanju 
ohladili ter dodali etidijev bromid (3 µl/100 ml gela). Tako pripravljen gel smo vlili v 
kadičko, vstavili glavniček za nanos vzorcev in pustili, da se je gel strdil. Nato smo gel 
potopili v pufer TAE in nanesli nanj vzorec, ki smo ga želeli analizirati z dodanim 6× 
nanašalnim pufrom. AGE je potekala okoli 25 min pri stalni napetosti 110 V. 
 
3.2.1.4 Izolacija molekul DNA iz agaroznega gela 
Kadar je bila velikost molekul DNA na AGE v skladu s pričakovano velikostjo produkta, 
smo kos gela z DNA izrezali ter izolirali po navodilih proizvajalca. Izolacija je sestavljena 
iz štirih korakov: raztapljanja gela, vezave DNA na silikatni nosilec, spiranja in elucije 
DNA. Koncentracijo izolirane DNA smo določili z merjenjem absorbance pri valovni 
dolžini 260 nm. 
 
3.2.1.5 Izolacija plazmidne DNA  
Izolacijo plazmidne DNA iz bakterijskih celic smo izvedli s kompletom reagentov po 
navodilih proizvajalca, pri tem smo pa uporabljali prekonočno kulturo celic E. coli DH5α 
v LB A gojišču. Celice smo najprej lizirali, nato smo oborili genomsko DNA, pri čemer 
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se je plazmidna DNA ujela na silikatni nosilec. Sledilo je spiranje in nato elucija 
plazmidne DNA. Koncentracijo izolirane plazmidne DNA smo določili z merjenjem 
absorbance pri valovni dolžini 260 nm. 
 
3.2.1.6 Izolacija bakmidne DNA 
Postopek izolacije bakmidne DNA je bil podoben temu za izolacijo plazmidne DNA, le 
da vzorca nismo nanesli na silikatni nosilec ampak supernatant prenesli v 800 µl 
izopropanola ter inkubirali 10 minut na ledu. Nato smo ga centrifugirali 15 min pri  
14 000× g. Nadaljne korake smo izvajali aseptično. Vzorcu smo odstranili supernatant, 
pelet pa sprali s 500 µl 70 % etanola. Sledilo je 5 minutno centrifugiranje. Odstranitev 
supernatanta, spiranje in centrifugiranje smo ponovili dvakrat. Nato smo odstranili 
supernatant in pelet posušili na zraku, na koncu pa ga raztopili v 50 µl sterilne H2O. 
Koncentracijo izolirane bakmidne DNA smo določili z merjenjem absorbance pri valovni 
dolžini 260 nm. 
 
3.2.1.7 Metoda SLiCE 
Reakcija SLiCE (ang. »seamless ligation cloning extract«) je metoda s katero vstavljamo 
vključek v vektor brez uporabe ligaze in restrikcijskih endonukleaz. Metoda deluje na 
osnovi rekombinacije homolognih regij na koncih lineariziranega vektorja in regijami na 
3'- in 5'- koncih vključka.  
 
Za uspešnost reakcije SLiCE je pomembno množinsko razmerje med vključkom in 
vektorjem, ki ga določimo iz koncentracije DNA. V skladu z izračunom smo zmešali vse 
komponente, inkubirali dobljeno mešanico 30 min pri 37 °C, nato pa izvedli 
transformacijo celic E. coli DH5α. V primeru EGFR-Ex-HINGE-FC-His6, kjer drugi krog 
PCR ni bil uspešen, smo v mešanico dodali produkte prvega kroga PCR in vektor. 
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3.2.1.8 Preverjanje nukleotidnega zaporedja 
Po potrditvi prisotnosti vključka v vektorju z metodo PCR na osnovi kolonije smo iz 
bakterijske kulture izolirali plazmid ter s sekvenciranjem po Sangerju (GATC Biotech, 
Nemčija) ugotovili, da je zaporedje vključka ustrezno.  
 
3.2.2 Delo z bakterijami 
3.2.2.1 Transformacija bakterijskih celic 
Transformacija je proces vstavljanja plazmidne DNA v kompetentne bakterijske celice. 
Kompetentnost je naravna ali inducirana sposobnost nekaterih bakterij sprejemati tujo 
plazmidno DNA.  
 
Za transformacijo smo uporabljali kompetentne celice E. coli DH5α ali E. coli 
BL21[DE3]. Proces smo izvedli s toplotnim šokom. K 100 µl kompetentnih celic smo 
dodali 1 µl plazmida oz. 10 µl reakcijske mešanice SLiCE. Mešanico smo inkubirali na 
ledu 30 min, nato je sledila 45 s dolga inkubacija pri temperaturi 42 °C. Vzorec smo nato 
ponovno dali na led ter inkubirali 2 min. Celicam smo dodali 900 µl tekočega gojišča LB 
in stresali 1 h pri 37 °C in 150 obr/min. Sledil je razmaz celic na ploščo z ustreznim 
selektivnim gojiščem. Transformirane bakterijske kulture E. coli DH5α in E. coli 
BL21[DE3] smo gojili na gojišču LB A. Kadar smo izvajali transformacijo s plazmidom 
smo razmazali 100 µl celic, v primeru transformacije z reakcijsko mešanico SLiCE pa 
smo najprej celice centrifugirali 1 min pri 8 000× g in pelet resuspendirali v 200 µl 
gojišča. Plošče z razmazanimi celicami smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
 
3.2.2.2 Transpozicija vključka iz plazmida v bakmid 
Transpozicija je proces kataliziran s transpozazo, kjer neko zaporedje prenesemo iz enega 
dela DNA organizma v drug del. S transpozicijo v celicah E. coli DH10MultiBac smo 
vključek EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 prenesli iz plazmida pFastBac1 v bakmid.  
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Transpozicijo smo začeli s transformacijo celic E. coli DH10MultiBac s plazmidom 
pFastBac1 z vstavljenim vključkom. Za razliko od klasične transformacije smo po 
dodatku 900 µl tekočega gojišča LB vzorec namesto stresanja 1 h stresali preko noči pri 
37 °C in 150 obr/min. Po inkubaciji je sledil razmaz 100 µl alikvota celic na ploščo LB 
GTK IPTG X-gal. 
 
Uspešnost transpozicije smo določili z belo-modrim testom. Med transpozicijo pride do 
prekinitve gena za β-galaktozidazo. Le-ta je odgovorna za razgradnjo substrata X-gal v 
modro obarvan produkt. Pri uspešni transpoziciji celice niso zmožne razgradnje X-gal, in 
ostanejo bele. 
 
3.2.2.3 Priprava prekonočnih kultur bakterijskih celic 
Prekonočno kulturo smo pripravili tako, da smo kolonijo aseptično prenesli iz trdnega 
gojišča v 10 ml tekočega gojišča z ustreznimi selekcijskimi markerji. Sledilo je stresanje 
preko noči pri 37 °C in 150 obr/min. 
 
3.2.2.4 Priprava trajnih bakterijskih kultur 
Trajne bakterijske kulture smo pripravili tako, da smo 700 µl prekonočne kulture dodali 
300 µl 80 % (v/v) glicerola in shranili pri –80 °C. 
 
3.2.2.5 Izražanje proteinov v bakterijskih celicah 
Konstrukt EGF-MXE-SUMO smo izrazili v celicah E. coli BL21[DE3] (V = 2 × 400 ml).  
Najprej smo nagojili prekonočno kulturo celic E. coli BL21[DE3] transformiranih s pET-
32b(+). Zjutraj smo prekonočno kulturo razredčili s tekočim gojiščem LB A do optične 
gostote 0,1. Suspenzijo celic smo nato inkubirali pri 37 °C in 150 obr/min, dokler optična 
gostota ni narasla do območja med 0,6 in 0,8. Tu so celice dosegle logaritemsko fazo rasti 
in so bile najbolj metabolno aktivne. Takrat smo inducirali izražanje z dodatkom IPTG 
do končne koncentracije 1 mM ter mešanico inkubirali pri enakih pogojih kot pred 
indukcijo še nadaljnje 4 ure.  
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Po inkubaciji smo pripravili topno in netopno frakcijo celičnega lizata. Najprej smo 
vzorec centrifugirali 20 min pri 5 000× g. Supernatant smo zavrgli, pelet pa resuspendirali 
v 28 ml vezavnega pufra. Sledila je mehanska liza celic z ultrazvočnim razbijalcem. 
Vzorce smo sonificirali petkrat v intervalih po 3 min. Nato smo vzorec centrifugirali 30 
min pri temperaturi 4 °C pri 11 000× g. Sledila je filtracija skozi 0,45 µm filter.  
 
3.2.3 Delo z insektnimi celicami 
Za izražanje EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 smo uporabili bakulovirusni ekspresijski sistem. 
Za razliko od bakterijskega sistema, bakulovirusni sistem omogoča uvajanje 
posttranskacijskih modifikacij, kot so glikozilacija, tvorba disulfidnih vezi in odcep 
signalnega peptida. Dodatno je pri uporabi bakulovirusnega ekspresijskega sistema večja 
verjetnost, da se bo rekombinantni protein pravilno zvil.  
 
Z insektnimi celicami smo delali aseptično in uporabljali sterilne materiale.  
 
3.2.3.1 Vzdrževanje kulture insektnih celic 
Insektne celice smo gojili v erlenmajericah v brezserumskem gojišču pri 27 °C in 225 
obr/min v zatemnjenem stresalniku. Za vzdrževanje celic v logaritemski fazi rasti smo 
vzorce redčili trikrat tedensko, ter tako ohranjali gostoto celic med 0,8 × 106 in 7 × 106 
celic/ml. 
 
3.2.3.2 Transfekcija insektnih celic z bakmidi 
Bakmidno DNA smo vnesli v insektne celice s transfekcijo. Kot rezultat tega procesa so 
celice začele sintetizirati in izločati v gojišče bakuloviruse.  
 
Najprej smo redčili kulturo insektnih celic do 0,6 × 106 celic/ml ter odpipetirali 2 ml v 
vsako jamico na plošči s šestimi vdolbinami. Posebej smo zmešali 100 µl gojišča in 10 µl 
razopine bakmida z zapisom EGFR-Ex-HINGE-FC-His6, 100 µl gojišča in 8 µl 
transfekcijskega reagenta. Obe mešanici smo nato skupaj inkubirali 30 min pri sobni 
temperaturi. Po končani inkubaciji smo mešanici dodali 800 µl gojišča. 
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Iz jamic na plošči smo odstranili medij, dodali transfekcijsko mešanico in nato inkubirali 
4 h pri 27 °C. Za zagotovitev stalnega in zadostnega nivoja vlažnosti v zraku in 
preprečitve izhlapevanja gojišča smo ploščo shranjevali v škatli z mokrimi brisačkami. 
Po končani inkubaciji smo iz jamic odstranili transfekcijsko mešanico, dodali 2 ml 
svežega gojišča ter celice nadalje inkubirali še 3 dni pri 27 °C.  
 
Uspešnost transfekcije smo preverili z opazovanjem celic pod fluorescenčnim 
mikroskopom, saj vsebuje bakmid zapis za rumeni fluorescenčni protein, zaradi česar v 
primeru uspešne transfekcije celice emitirajo rumeno svetlobo ob vzbujanju s svetlobo 
valovne dolžine 488 nm. 
 
3.2.3.3 Namnoževanje bakulovirusov 
Namnoževanje bakulovirsov smo izvedli v dveh korakih.  
 
Pri prvem namnoževanju smo 1 ml bakulovirusa dodali v 30 ml mešanice insektnih celic 
z gostoto 0,8 × 106 celic/ml. Mešanico smo stresali 3 dni pri 27 °C (225 obr/min). Po 
inkubaciji smo shranili 1 ml suspenzije za analizo izražanja rekombinantnega proteina s 
prenosom western. Sledilo je centrifugiranje 3 min pri 3000× g. Supernatant smo shranili 
za drugi krog namnoževanja. 
 
Drugi krog namnoževanja smo izvajali tri dni pred posameznim izražanjem. Na 100 ml 
celic z gostoto 0,8 × 106 celic/ml smo dodali 200 µl suspenzije bakulovirusov iz prvega 
kroga namnoževanja. Tako pripravljeno mešanico smo inkubirali 3 dni pri 27 °C (225 
obr/min). Po končani inkubaciji smo mešanico centrifugirali 3 min pri 3000× g ter shranili 
supernatant.  
 
3.2.4 Delo s proteini 
3.2.4.1 Obarjanje proteinov s trikloroocetno kislino (TCA) 
Za koncentriranje proteinskih vzorcev smo uporabili metodo obarjanja proteinov s 
trikloroocetno kislino (TCA).  
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Vzorcu smo dodali 100 % TCA do končne koncentracije 10 % (v/v). Sledila je 15-
minutna inkubacija na ledu ter 15-minutno centrifugiranje pri 12 000× g in 4 °C. Po 
centrifugiranju smo supernatant odstranili, pelet pa sprali z 200 µl ledenohladnega 
acetona. Nato smo vzorec centrifugirali 5 min pri 12 000× g in 4 °C. Spiranje in 
centrifugiranje smo ponovili še enkrat. Pelet smo posušili v vakuumski centrifugi in ga 
raztopili v 12,5 µl 4× NaDS-nanašalnega pufra z reducentom, 5 µl 1,5 M Tris, pH 8,8 ter 
32,5 µl dH2O. Vzorec smo inkubirali 6 min pri 95 °C ter ga nanesli na poliakrilamidni 
gel za izvedbo NaDS-PAGE. 
 
3.2.4.2 NaDS-PAGE 
NaDS-PAGE oziroma poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS je 
preprosta in vsesplošno uporabna analizna metoda za ločevanje proteinov po velikosti 
oziroma masi. Metoda temelji na potovanju proteinov v električnem polju skozi zamrežen 
poliakriamidni gel.  
 
Pred nanosom na gel smo vzorcem dodali 4× NaDS-nanašalni pufer z reducentom 
oziroma brez reducenta v odvisnosti od tega, ali smo po končani elektroforezi izvedli 
prenos western in imunodetekcijo. Proteine smo denaturirali s kuhanjem 6 min pri 95 °C.  
 
Elektroforeza je potekala pri konstantni napetosti 200 V.  
 
Po končani elektroforezi smo za detekcijo proteinov izvedli barvanje s Coomassie 
Brilliant Blue R250 v primeru, kadar elektroforezi ni sledil prenos western. Naprej smo 
poliakrilamidni gel prenesli v mešanico ocetne kisline in raztopine za barvanje v razmerju 
1:1. Gel smo stresali 60 min, nato smo pa ga sprali in prenesli v raztopino za razbarvanje 
ter pustili tam dokler se ni razbarval do želene stopnje.   
 
3.2.4.3 Analiza proteinov s prenosom western 
S prenosom western lahko zaznamo specifične proteine v vzorcu. Po NaDS-PAGE 
proteine, ki smo jih ločili po velikosti, prenesemo na membrano, sledi detekcija proteinov 
s protitelesi (imunodetekcija).  
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Najprej smo gelu odstranili koncentracijski gel ter ga prenesli v petrijevko z 1× pufrom 
TOWBIN. Nato smo sestavili aparaturo: na gobico, ki smo jo položili na anodno stran, 
smo v zaporedju dodali 3 plasti filter papirja, gel, membrano PVDF (predhodno 
potopljena v metanol in TOWBIN), 3 plasti filter papirja ter gobico. Prenos je potekal  
1 h pri 300 V in 200 mA.  
 
3.2.4.4 Imunodetekcija 
Po prenosu western smo prosta vezavna mesta na membrani blokirali 30 min pri sobni 
temperaturi s 5 % (w/v) mlekom v prahu, raztopljenem v pufru PBS. Sledila je 45-
minutna inkubacija pri 4 °C v raztopini s protitelesi. Le-te smo predhodno redčili 250 × 
v pufru za blokiranje. Zaradi His-oznake na C-koncu proteinov smo uporabili mišja 
protitelesa proti oznaki His6. Po končani inkubaciji smo membrano spirali trikrat po 5 
min v pufru PBS.  
 
Detekcijo smo izvedli z reagentom DAB: v 10 ml pufra PBS smo dodali 7 mg DAB in 
15 µl H2O2. Hrenova peroksidaza, ki je konjugirana s protitelesi, katalizira pretvorbo 
DAB v obarvan produkt v prisotnosti H2O2. Po obarvanju smo membrano sprali z vodo 
in jo shranili v temi.  
 
3.2.4.5 Izolacija in čiščenje proteinov  
Kolono smo najprej sprali z vezavnim pufrom za EGF, nato je sledil nanos vzorca pri  
4 °C in pretoku 1 ml/min. Po končanem nanosu smo ponovno sprali kolono z vezavnim 
pufrom. Rekombinantni protein smo eluirali ob gradientnem naraščanju elucijskega pufra 
za EGF pri pretoku 1 ml/min.  
 
Po končani eluciji smo zbrali tiste frakcije, ki so vsebovale največ proteina, jih združili 
in čez noč dializirali. S tem smo iz vzorca odstranili imidazol.  
3.2.4.5.1 Nikelj afinitetna kromatografija za EGF  
3.2.4.5.2 Dializa   
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4 REZULTATI 
Raziskovalno delo je zajemalo pripravo zunajceličnega dela EGFR s FC-oznako in EGF. 
Potek dela je shematsko prikazan na sliki 4.1. 
 
 
Slika 4.1: Shematski prikaz poteka dela. 
 
4.1 Priprava novih zapisov za proteinske konstrukte 
4.1.1 Priprava zapisov za EGF 
EGF vsebuje 3 disulfidne vezi, kar pomeni, da se nepravilno zvije v prokariontih. Rešitev  
so našli Zhang in sod.26, saj so razvili sistem za izražanje EGF z uporabo inteina Ssp 
dnaB, ki omogoči pravilno zvitje v E. coli, kljub prisotnosti disulfidnih vezi, vendar so 
tekom poskusov ugotovili, da se protein izraža v obliki inkluzijskih telesc, hkrati pa 
cepitev poteka nekontrolirano. Za preprečitev nekontrolirane cepitve so Ma in sod.27 
razvili nov sistem, kjer so namesto inteina Ssp dnaB uporabili intein Mxe GyrA 
konjugiran s pomožnim proteinom SUMO za pridobitev topne oblike EGF28. Na podlagi 
te ugotovitve smo z metodami molekulskega kloniranja želeli pripraviti 3 proteinske 
konstrukte, in sicer: 
• konstrukt EGF-MXE-SUMO (s His10-oznako na C-končnem delu), ki so ga 
uporabili Ma in sod.27,28  in  
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• dva konstrukta za izražanje fluorescenčno označenega konstrukta EGF-MXE-
SUMO s sfGFP-oznako na N-končnem delu z različno dolgim vmesnim 
povezovalnim zaporedjem (GS ali GGGSGGGS) (slika 4.2). 
 
 
Slika 4.2: Shematski prikaz novih zapisov za proteinske konstrukte EGF. A – zapis za EGF z inteinom 
Mxe GyrA brez fluorescenčne oznake (EGF-MXE-SUMO); B – zapis za EGF z inteinom Mxe GyrA s 
fluorescenčno oznako (sfGFP-GS-EGF-MXE-SUMO & sfGFP-GGGSGGGS-EGF-MXE-SUMO). 
 
Prvi krog PCR je bil uspešen (slika 4.3 A), v drugem krogu pa smo pri pripravi zapisa za 
EGF s fluorescenčno oznako imeli težave z nespecifičnim pomnoževanjem (slika 4.3 B). 
To smo rešili z uporabo začetnih oligonukleotidov SLiCE-sfGFP-F in MXE-EGF-R iz 
prvega kroga (slika 4.3 C). V tretjem krogu smo se pri pripravi zapisa za EGF s 
fluorescenčno oznako ponovno srečali z nespecifičnim pomnoževanjem, vseeno pa je bilo 
mogoče izrezati iz gela liso prave velikosti (slika 4.3 D).  
 
Slika 4.3: Analiza produktov prvega, drugega in tretjega kroga PCR za pripravo vključka z zapisom 
za EGF z AGE. A – produkti prvega kroga PCR; B – produkti drugega kroga PCR; C – ponovitev drugega 
kroga PCR; D – produkti tretjega kroga PCR. S črno puščico je označen položaj željenega produkta v 
primeru večjega števila lis, z rdečo puščico so označeni produkti nespecifičnega pomnoževanja. 
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Posamezen vključek smo nato vstavili v vektor pET-32b(+) z uporabo metode SLiCE. 
Uspešnost vstavitve vključka v vektor smo preverili z uporabo PCR na osnovi kolonije. 
Prisotnost vključka smo potrdili le za EGF-MXE-SUMO-His10 brez fluorescenčne 
oznake, saj je bila velikost produkta v primeru prisotnosti vključka 270 bp (slika 4.4). 
Vektor z EGF-MXE-SUMO smo izolirali iz bakterijske kolonije ter preverili ustreznost 
zapisa s sekvenciranjem po Sangerju. Ugotovili smo, da zaradi nepravilno pripravljenih 
začetnih oligonukleotidov zapis na C-koncu vsebuje 9 His namesto 10. 
 
 
Slika 4.4: Analiza produktov PCR na osnovi kolonije z AGE po izvedeni metodi SLiCE.  
 
4.1.2 Priprava zapisov za EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 
Vključek z zapisom za EGFR-Ex z FC-regijo smo želeli pripraviti z metodo PCR v dveh 
stopnjah (slika 4.5). 
 
 
Slika 4.5: Shematski prikaz zapisa za EGFR-Ex z FC-regijo protitelesa (EGFR-Ex-HINGE-FC-His6). 
 
Prvi krog PCR je bil uspešen, saj smo dobili željeni produkti EGFR in HINGE-FC-His6 
(slika 4.6 A). V drugem krogu pa smo imeli težave z nespecifičnim pomnoževanjem  
(slika 4.6 B).  
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Slika 4.6: Analiza produktov prvega in drugega kroga PCR za pripravo vključka z zapisom za 
EGFR-Ex z FC-regijo protitelesa na C-koncu z AGE. A – produkti prvega kroga PCR; B – produkt 
drugega kroga PCR. S črno puščico je označen položaj želenega produkta. Pri analizi produktov obeh 
krogov smo uporabili kilobazno velikostno lestvico (1 kbp). 
 
Ker je bilo premalo izoliranega produkta iz drugega kroga PCR, smo oba produkta prvega 
kroga vstavili v vektor pFastBac1 z reakcijo SLiCE, ter uspešnost reakcije preverili s PCR 
na osnovi kolonije (slika 4.7). Pričakovana velikost produkta je bila 989 bp. 
 
Slika 4.7: Analiza produktov PCR na osnovi kolonije z AGE po izvedbi metode SLiCE. Pri analizi 
smo uporabili kilobazno velikostno lestvico (1 kbp).  
 
Po analizi s PCR na osnovi kolonije smo plazmid izolirali ter ustreznost zapisa preverili 
s sekvenciranjem nukleotidnega zaporedja. 
 
Vektor z vključkom s pravilnim nukleotidnim zaporedjem smo uporabili za transpozicijo 
v bakmid. Uspešnost transpozicije smo preverili z belo-modrim testom ter s PCR na 
osnovi kolonije. Začetna oligonukleotida smo izbrali tako, da se je prvi prilegal na regijo, 
ki se je s transpozicijo prenesla iz vektorja v bakmid, drugi pa na regijo v bakmidu. 
 REZULTATI 
37 
 
Posledično je do nastanka produkta velikosti 3500 bp prišlo le pri tistih kolonijah, kjer je 
bila transpozicija uspešna. 
 
Pri potrditvi uspešnosti transpoziciji smo imeli težave z nespecifičnim pomnoževanjem, 
vendar smo vseeno uspeli pridobiti produkt pravilne velikosti v zelo nizkih 
koncentracijah (slika 4.8). 
 
 
Slika 4.8: Analiza produktov PCR na osnovi kolonije z AGE po izvedeni transpoziciji vključka 
EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 v bakmid. S črno puščico je označena dolžina produkta, ki nakazuje na 
uspešnost transpozicije. Pri analizi smo uporabili kilobazno lestvico (1 kbp). Prisotnost vključka je bila 
potrjena pri kolonijah 6 in 8. 
 
4.2 Izražanje proteinov 
4.2.1 Izražanje EGF-MXE-SUMO 
Vsebnost proteina EGF-MXE-SUMO smo po indukciji izražanja, pred nanosom na 
kolono in pred ter po dializi preverili z NaDS-PAGE (3.2.2.5 Izražanje proteinov v 
bakterijskih celicah; 3.2.4.5 Izolacija in čiščenje proteinov). Lisa, ki se je pojavila pri 40 
kDa, je ustrezala molekulski masi EGF-MXE-SUMO (slika 4.9). Nadaljnjega čiščenja 
zaradi časovnih omejitev nismo izvedli. 
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Slika 4.9: Analiza izražanja EGF-MXE-SUMO z NaDS-PAGE. S črno puščico je označen položaj lise 
velikosti okoli 40 kDa, kar se ujema z izračunano velikostjo EGF-MXE-SUMO (41,3 kDa) in potrjuje, da 
se rekombinantni protein uspešno izraža. Levo od vzorcev se nahaja velikostna lestvica (st.). Velikosti lis 
so podane v kDa. 
 
4.2.2 Izražanje EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 
4.2.2.1 Priprava bakulovirusov za izražanje EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 
v insektnih celicah 
Z bakmidi, ki smo jih izolirali iz bakterijskih kolonij, pri katerih smo potrdili uspešnost 
transpozicije, smo s transfekcijo insektnih celic pripravili bakuloviruse. Uspešnost 
transfekcije smo hoteli potrditi z opazovanjem fluorescence, s prenosom western pa smo 
analizirali izražanje proteina po prvem namnoževanju bakulovirusov (slika 4.10). Žal 
uspešnosti transfekcije nismo uspeli potrditi niti s fluorescenco niti s prenosom western. 
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Slika 4.10: Analiza uspešnosti izražanja EGFR-Ex z FC-regijo protitelesa v insektnih celicah, 
transfeciranih z bakmidom, s prenosom western. S črno puščico je označen pričakovan položaj lise, ki 
se ujema z velikostjo konstrukta (100,3 kDa). Velikostna lestvica se nahaja levo od pozitivne kontrole (st.), 
velikost je podana v kDa. 
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5 DISKUSIJA 
EGFR in EpCAM igrata pomembno vlogo pri signaliziranju v tumorjih epitelijskega 
izvora. Preliminarni rezultati analize interakcije nakazujejo, da sta v interakcijo vključeni 
zunajcelični regiji EpCAM (EpEX) in EGFR, pri čemer EpEX deluje kot ligand, ki 
aktivira EGFR14. Ker se med EpCAM in EGFR vzpostavijo šibke interakcije14, je za 
analizo vezave EpEX na EGFR potrebno uporabiti metode, ki so prilagojene za 
proučevanje le-teh. Ena izmed takih metod je analiza agregacije kroglic (BAA), saj lahko 
na stični površini dveh kroglic hkrati interagira večje število proteinov. Za vezavo 
proteinov na kroglice je pa potrebno pripraviti proteinske konstrukte z FC-regijo, saj tako 
zagotovimo, da se proteini na površini kroglic nahajajo v ustrezni orientaciji.  
 
Osrednji cilj tega diplomskega dela je bil priprava rekombinantnega proteina EGFR-Ex 
z FC-regijo, s katerim bi izvedli analize interakcije med EGFR-Ex in EpEX z metodo 
BAA. Dodatno smo želeli pripraviti tudi (fluorescenčno označen) EGF, ki bi ga lahko 
uporabili za izvedbo kontrolnih eksperimentov.  
 
Že pri prvem koraku priprave teh proteinov – molekulskem kloniranju - smo se srečali s 
številnimi težavami v drugem in tretjem krogu PCR, saj je velikokrat prišlo do 
nespecifičnega pomnoževanja. V nekaterih primerih produkta prave velikosti sploh nismo 
dobili. Eden izmed razlogov za tako slabe rezultate kloniranja je kontaminacija, saj 
mešanice za PCR nismo pripravljali aseptično. Z metodo PCR smo tako  uspeli pripraviti 
le dva konstrukta izmed štirih, in sicer EGF-MXE-SUMO v vektorju pET-32b(+) ter 
EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 v pFastBac1, zato smo delo nadaljevali le z njima. 
 
Protein EGF-MXE-SUMO smo izrazili v E. coli BL21[DE3] po postopku, ki ga je objavil 
Ma in sod27.  Po izražanju smo protein očistili z Ni-afinitetno kromatografijo. Prisotnost 
proteina po izražanju, pred nanosom na kolono, pred in po dializi smo potrdili z NaDS-
PAGE. Iz 800 ml kulture smo pridobili  1,6 mg proteina (2 mg na liter bakterijske kulture), 
kar je veliko manj, kot smo pričakovali, saj so v raziskavi Ma in sod.27 dobili kar 281 mg 
na liter bakterijske kulture očiščenega necepljenega proteina EGF-MXE-SUMO27. Od 
postopka, objavljenega v raziskavi, smo odstopali le pri izbiri vektorja, saj smo uporabili 
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vektor pET-32b(+) namesto pET-21a. Vektorja se razlikujeta le v regiji MCS, kar ne bi 
smelo vplivati na izražanje proteina.  
 
Protein EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 smo želeli izraziti v insektnih celicah, vendar 
transfekcija ni bila uspešna, čeprav smo jo večkrat ponovili. S težavami smo se srečali že 
pri transpoziciji v bakmid, saj s PCR na osnovi kolonije ni bilo mogoče nedvoumno 
potrditi vstavitve plazmida z zapisom za rekombinantni protein na ustrezno mesto v 
bakmidu. V najboljšem primeru smo dobili več različno dolgih produktov, kar nakazuje 
da je bila transpozicija vsaj delno uspešna. S tako pripravljenimi bakmidi transfekcija 
insektnih celic žal ni uspela.  
 
Tekom diplomskega dela smo torej uspešno pripravili zapis za EGF z inteinom Mxe GyrA 
in pomožnim proteinom SUMO, in ga izrazili, vendar v dosti manjših količinah, kot smo 
pričakovali. Pripravili smo tudi zapis za EGFR-Ex z FC-regijo, nismo ga pa uspeli izraziti 
v insektnih celicah. 
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6 ZAKLJUČEK 
V sklopu diplomske naloge nam je uspelo: 
• pripraviti zapis za EGF-MXE-SUMO in EGFR-Ex-HINGE-FC-His6 in 
• izraziti protein EGF-MXE-SUMO  z izplenom 2 mg na liter bakterijske kulture.
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